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Ин.ститут физиологии растений li.М. КА. Тимирязева Академии иаук СССР 
Методом иммуноферментного анализа определяли содержание ИУК, АБК и цито­
КИ1Шноn D органах нроростков кукурузы (Zea moys L.) в возрасте от 2 до 5 сут. В про ­
ростках всех возрастов максимальнос содержание ИУК набrподапось н апикальной части 
колсоnтиля , характеризующегося активным ростом растяжением. Дсrшщисся кнстки 
и клсп<.и, закончившие рост, отничанись понюкешiым уровнем ИУК. Замедление роста 
колеоптиля и мсзокотИJIЯ сопровождалосi, повышением в них уровня АБК. Содержание 
цитокиншюв I<оррепировало с юпенсивностыо деления I<леток. Сдспан вывод, что 
регуляция деления и растяженин клеток в органах проростков кукурузы осущсствпяст­
ся путем изменения специфического соотношения фигагормонов в каждом органе. 
Кукуруза- прорастание- фитогормоиы - иммуиофермеитuый м етод. 
Рост . орГанов растений в большой степени опредепяется содержанием фитагормонов 
в растущей ткани: их притоком из мест синтеза, разрушением или конъюгацией гормо ­
на. Однако непосредственная связь содержания фитагормонов с интенсинностью росто­
вых процессов по казана · нишь для отдельных случаев. Так, в работе Байлера с сотр. [ 1] 
иМеются данные о корреляции между содержанИем ИУК и АБК в различных зонах 
колеоптилей кукурузы и овса и способностыо этих зон к росту растяжением. Данные 
Пиле и Соги [2] говорят о связи скорости роста корня кукурузы с содержанием в нем 
ИУК .иАБК. 
Прорастающие семена растений характеризуются нысоким уровнем эмагенных 
фиrогормонов. В зародыше кукурузы количество свободной ИУК от момента набуха­
ния до 48 ч прорастанин возрастает в 50 раз [Зj. СодержаJ1.ие АБК в осевых органах 
прорастающих семян гороха сначала несколько снюкается, а затем возрастает [4]. 
Значиrельные количества циrокининов и гиббереллинов обнаруживаются в зародыше 
IШiеницы [5]. Однако распределение фитагормонов по органам проростка в процесс е 
его развиrия практически не изучено, несмотря на то, что подобные данные весьма 
важнЬI для понимания механизмов регуляции роста органов развивающегося проростка. 
Во время развития проростков кукурузы происходят значительные изменения в 
скорости роста отдельных органов [6]. _Одновременно изменяется интенсивность деле­
ния клеток в мернетемах корня и побега [7] и чувствительность отдельных органов 
к экзогенным фитагормонам [8]. Это может быть связано как с изменением эндоген­
ного содержания фитагормонов в органах проростка в процессе его развития, так и 
с компетентностью клеток различных органов, поскольку клетки, находящиеся на 
разных фазах: развиrия (делящиеся, растягивающиеся, дифференцированные) по-раз-
ному реагируют на фитагормоны [9]. · 
В связи со сказанным целью данной работы было определение .содержания эJЩоген­
ных фиrоrорм.онов (ИУК, АБК и циrокининов) в органах пр.оростков кукурузы в 
возрасте от 2 до 5 сут, различающихся по интенсивности роста и· реакции на экзогенные 
, фиrогормоны. 
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и кукурузы (Zea mays L.) ные проростк v • Объектом исследованин служили этиолирован v одопроводнои воде зернов -ания в теплои в сорта Одосская 80. После 2-часового замачив v бумаги в эмалированных 
v ф лыровалыюи v ки 2 сут Itроращивапи между слоями влажнои и б фильтровальнон бумаги о . 1ращивали ез кювет<Lх в темноте при 27 . Далее nроростки вь аrируемых эндогенных 
v с держание экстр на водоnроводнон воде в тех же условиях. 0 об аженных на рис. 1; размеры 
фитагормонов определяли в зонах проростков, из Р езках побега проростка 
зон nриведеныв таблице. Диффузионную ИУК определяли в о:м на рис 1. 
(см. рис. 3), соответствующих по расположению и размерам зо · 
Размеры зон nроростков, изображенных на рис. 1 (мм) 
Возраст, сут ~ Зона 5 2 3 4 
А 2 5 5 5 
Б 3 5 10 10 
в 2 5 5 5 
г 2 5 5 5 
д 3 5 10 10 
Е 20 20 20 20 
Экстракцию фитагормонов проводили следующим образом. Навеску растительног~ 
материала (0,5-1 ,5 г) растирали на холоде в жидком азоте. Тщательно растертын 
материал переносили в центрифужные пробирки, заливали 10-кратным объемом холод­
ного 96%-ного этанала с добавлением диэтилдитиокарбамата J:Iатрия (400 мкr · мл- 1 ) 
в качестве антиоксиданта и 10% от навески растительного материала Polyclar А Т 
("Serva", ФРГ) для сорбции фенолов. Экстракцию проводили в течение ночи на холоде. 
После 20-минутного центрифугироваi-шя при 8000 g на холоде супернатант сливали, 
а осадок трижды промывали неболыllИм количеством холодного 80о/о-ного этанола с 
последующим центрифугированием в тех же условиях. Супернатанты объединяли и 
упаривали на роторном испарителе в вакууме при 40°. · Водную фазу подщелачивали 
1 о/о-ным раствором бикарбоната натрия до рН 7- 8 и встряхивали с 2-кратным объемом 
очищенного от перекисей диэтилового эфира. Эфирную фазу отбрасьшали, а водную 
подкисляли HCl до рН 2- 3, после чего из нее экстрагировали ИУК и АБК 2-кратным 
объемом диэтилового эфира. Водную фазу, содержавшую цитокинины, подщелачи­
вали 40%-ным КОН до рН 8 и экстрагировали цитокинины воданасыщенным бутана­
лом; бутанальную фракцию уnаривали досуха. 
Диффузионную ИУ~ определяли по диффузии ИУК из отрезков побега в 0,9%-ный 
агар в темноте при 25 в течение 1,5-2 ч. ИУК из агара экстрагировалидиэтиловым 
эфиром, очищенным от перекисей, в течение ночи на холоде. 
Метилированне ИУК и АБ К осуществляли диазометаном, синтезированным из нитро­
зометилмочевины. В эфирный экстракт, содержавший ИУК и АБК, добавляли эфир­
ный раствор диазометана до появления стабильной слабо-желтой окраски, после чего 
эфир упаривали досуха. 
Сухой остаток, содержавший фитогормоны, перерастворяли в 50-100 мкл 80%-ного 
этанала и добавляли определенное количество воды так, чтобы конечная концентрация 
спирта не превышала 5%. в полученных Преларатах определяли содержание ИУК, АБ к 
и цитокининов методом твердофазного иммуноферментного анализа [ 1 О-12]. По­
становку опьп.?в nроводили следующим образом. В лунки планшета для иммунологи­
ческих реакции разливали по 200 мкл конъюrата гормона с овальбумином, разведен­
но.rо в 0,05 М карбонатном буфере, рН 9,7, и выдерживали для сенсибилизации 3 ч l l1A 
при 37°. Разведение исходного конъюгата АБК и зеатинрибозида бьuю 1/6000, ИУК -
1/1000. После сенсибилизации планшеты промывали твин-фосфатным солевым буфе­
ром, рН 7,3. 
В лунки сенсибилизированных планш~тов разливали по 100 мкл растительных экст­
рактов или стандартных растворов гормонов и 100 мкл сыворотки, соответственно 
разведенной на том же буфере с добавлением 0,5% р:Sальбумина для предотвращения 
· неспецифического связывания. Через 1 ч инкубации при 37° происходило связывание 
антител с гормонами, находящимлея в растворе и иммобилизованными на полистиро­
ле. После промывки планшетов буфером в луш<и разливали по 200 мкл противо­
кроличьих ослиных иммуноглобулинов, меченных пероксидазой, разведенных в ТФСБ 
Рис. 1. Схема зон пророст­
ков кукурузы, использо­
ванных для анализа фито-
гормонов 
а - лист, б - апикальная 
часть колеоптиля, в -
базальпая часть колеопти­
ля, г - апикальная часть 
мезокотиля, д - базальпая 
часть мезокотиля, е - ко­
рень (то же · на рис. 2) 
1~ 
' 1  
l! 
с 0,5% овальбумина. После 1 ч инкубации при 37° планшеты вновь промывали буфером 
и дистилЛированной водой. Активность пероксидазы определяли с ортофенилендиами­
ном и Н2 0 2 . Реакцию останавливали добавлением 50 мкл 5 н. серной кислоты. Измере­
ние оптической плотности проводили при 492 нм на Тitertek-Multiscan ("Flow", Велико­
британия). 
В работе использовали сыворотки против АБ К и зеатинрибозида (ИФР АН СССР) 
l! сыворотку против ИУК (Институт биологии Башкирского филиала Уральского от­
деления АН СССР). В качестве стандартных растворов гормонов использовали растворы 
зеатинрибозиды ("Sigma", CIIIA) и растворы метиловых эфиров ИУК и АБК, получен­
ные путем метилирования диазометаном известных количеств ИУК ("Serva ", ФРГ) 
и АБК ("Catb1ochem", США). 
Количество гормона в растительном экстракте определяли по калибровочной кри­
вой. Содержание фитагормонов в растительном материале рассчитьшали в пмолях на 
1 г свежей массы и в пмолях на 106 клеток. 
Количество клеток в соответствующих зонах проростков определяли с помощью 
счетной камеры Горяева после мацерации тканей 5о/о-ной уксусной кислотой в 2н. 
HCl при нагревании 30-40 мин на кипящей водяной бане [13]. 
Определения проводили в 3-4-кратной биологической и 2-3-кратной аналитической 
повторности. ,Результаты обработаны статистически, на графиках приведены средние 
арифметические из биологических Повторностей и их среднеквадратичные ошибки . 
. 1115 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
· ОпредеЛение содержания эндоrенных фитагормонов в орrанах развивюощихся npo-
YK АБК и цитокининов разпичен u разных ростков кукурузы nоказала, что уровень И , . . • того моноu органах и меняется с возрастом проростка. При пересчете содержавин <t>И _Р . • 
на 1 г свежей массы бьmо nоказано что для всех органов 2-суточиых nроростков X'lJ?tll<· 
' . сокnе - IJ.ИTOKJiHИHOD, I<pOMC терно сравнительно низкое 'содержание ИУК и довольно вы "" · · 
корня, где соотношение ИУК/цитокинины на порядок превыщает такое ж~ соотJющсвис 
· · гпасуется с наши-в органах побега (рис. 2 А~В). Такое распределение фитагормонов со 
' · · блюnаетс.н активное деление ми данцыми о том что в проростках этого возраста на /-'. 
' 2 . rx проростков максимаш,но клеток во всех органах [7]. Содержание АБК у -су1очнь . 
в основании листьев и плавно снижается по направлению от верхушки колеоптиня 
к корню. Примерно такое же соотношение в содержании гормонов по органам характер­
но и для ИУК и цитокининов. 
· 0 изменяется Значительно К 3-м сут содержание фитагормонов во всех органах резк · у 
снижается содержание цитокининов , особенно в надземной части проростка. ровсщ 
ИУК, напротив, повышается и это повышение также наиболее выражено У н~д~емных · 
органов.- Изменение уровня АБК происходит иначе. В листьях количество А ре зко 
я и в ниженежа СIШжается в период от 2-х до 3-х суг и в апикальной части колеоптил ' · 
- · ' зменяется а в корне щих зонах надземнои части содержание АБК практически не и ' . 
увелИчивается в 2,5 раза. В дальнейшем содержание АБК в тканях остается почти без 
изменеiШЙ, тогда как уровень ИУК в корне и основании листьев п~вышается еще к 
4-м сут, а в остальных органах снижается. Концентрация цитокининов в корнях воз­
растает, в надземной части изменения менее выражены. · _ 
В целом можно отметить, что в проростках кукурузы прослеживается отчетливыи 
градиент содержания ИУК в осевых . органах. Например, у 3-суточных проростков со­
держаiШе ИУК меняется от 997 пмоль . г- 1 в апикальной части колеоптиля до 
153 пмоль · г-1 в кончике корня. 
Градиент концентрации ИУК впервые был обнаружен е_ще Тимаином [ 14], и его нали­
чие подтверждалось неоднократно в ряде исследований. В работе [15] показано, что 
содержание как свободной , так и связанной ИУК в колеоптилЯх кукурузы выше, 
чем в меЗокотилях. В верхней части мезокотиля кукурузы ИУК в 2-3 раза больше , 
чем в нижней [16] . Примерно такое же соотношение обнаружено и для колеоптилей 
кукурузы [1]. Наши данные по содержанию ИУК в разных органах -в основном совпада­
ют с результатами определения ИУК в соответствующих органах проростков кукурузы , 
полученными другими авторами [1, 2, 15]. Следует отметить, что при прекращении 
роста колеоптиля происходит резкое снижение содержания в нем ИУК и . функция 
синтеза этого гормона, вероятно, переходит на этом этапе развития от верхушки колео­
птиля к апикальной меристеме стебля. Косвенным подтверждением этого предположе­
нИя могут служить результаты наших опытов по определению диффузионной ИУК в 
побеге развивающегося проростка кукурузы. Анализ диффузии · ИУК из отрез­
ков uЬбега показал, что у 2-суточных проростков из отрезков колеоптиля . раз­
ной длины она достоверно не различается (рис. 3). Это может быть результа­
том низкого уровня метаболизации гормона в цроцессе тран~порта, однакq 
, можно выдвинуть и предположение о том, что в молодом колеоптиле почти все клетки 
способны синтезировать ИУК. 
Диффузия ИУК из апикальной меристемы стебля и развивающихся листьев в 3-4 раза 
м__еньше, чем из отрезков, содержащих колеоптиль. Позже, на 3-4-е сут, максимальное 
количество диффузионной ИУК выделяе~ верхушка колеоптиля; по направJJ.ению к 
основанию побега диффузия ИУК снижается. Аналогичное распределение диффуЗионной 
~К было получено и дрrrими авторами [ 1 , 15}. На 5-е сут, когда рост колеоптиля пре.­
кращается, дИффузия ИУК из верхушки колеоптиля резко снижается, что, вероятно, 
может говорить о прекращении~ синтеза ИУК верхушКой колеоптиля~ :которая, как 
считают, явля.ется ответственнон зд синте~ этоrо rормона у пророс"Iков злаковых-. 
С,нижение. уровня диффузии ИУ,К из колеоптиля сопровождается посrепеннъ'!м нapacta­
~rftt диффузии ИУК из молодых листьев. Это наряду с резким нарастанием уровня. 
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Рис . 2. Содержание ИУК (А) , циrокининов (Б) и АБК (В) в органах развивающих.ся проростков 
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оот:Ков кукурузы Рис. 3. Уровень диффузионной ИУК в органах побега npop 
о VI . ив Ie изменения урав-Диффузия ИУК в агар в темноте при 25 1,5 ч. 1- - кр ь 
ня диффузионной ИУК из отрезков, отмеченных на схеме 
~ подтверждением нашего экстрагируемои ИУК в листьях в этот период и может служить 
предположения о переходе функции синтеза ИУК ~т верхушки колеоптиля к апексу 
б ~ ой Таким образом, в по ега, что является характерпои для взрослого растения черт · ~ 
· кстрагируемои, так и активно растущих органах проростка градиент содержания как э . 
диффузионной ИУК коррелирует с ростовой активностью отдельных зон и направлен 
противоположно градиенту чувствительности к экзогенному ИУК [8]. 
Наши данные по содержанию в органах проростка кукуруз_ы цитокиJIИнов и АБ К 
также в целом согласуются с имеющимися в литературе [1, 2]. Содержание цитокини­
нов в надземных органах повышается по направлению от апекса к основанию, чем может 
объяснятьс~ большая чувствительность колеоптилей к экзогенному цитокинину [8]. 
Сходную зависимость влияния экзогенного гормона от его эндогенного содержания 
можно отметить и для АБК: мезокотили кукурузы весьма слабо реагируют на обработ­
ку экзогенной АБК, и в то же время эндогенного гормона в них больше, чем в колео­
птилях . 
Если при расчете содержания гормона на 1 г · свежей м~ссы прослеживается связь с 
ростовой активностью ткани в целом, то при определении количества гормона в клет­
ке отдельного органа можно выявить закономерности, отражающие реальные физио­
логические особенности этих клеток. Так , в зонах с интенсивным ростом растяжением 
содержание ИУК в клетках значительно.выше, чем там, где происходит деление клеток, 
а именно в основании листьев и участках колеоптиля и мезокотиля, прилежаЩих к узлу 
(рис. 2, а). Клетки тех участков, где происходит переход от деления клеток к их рас-
тяжению или где рост растяжением уже заканчивается (апикальные участки 2- и 5-суточ­
ных проростков соответственно) характеризуются промежуточными значениями со­
держания ИУК в клетках. Можно отметить, что там, где происходит исключительно рост 
растяжением без одновременного деления клеток, происходит параллельное измене­
ние содержания ИУК в клетках и интенсивности роста отрезков органов. ' в тех зонах по­
бега, где происходит деление клеток, содержание экстрагируемой ИУК в клетках 
отрицательно коррелирует с митотическим индексом в · соответствующих участках 
(r = -0,92 ... -0,98). · · 
При анализе изменения содержания АБК и цитокининов также можно проследить 
тесную связь с ростовыми процессами (рис. 2, б, в). Так, измене~е содержания цито­
кининов во всех органах коррелирует с интенсивностью деления клет""к в ме о 6 · о 9 ) v ристемати-ческих зонах этих органов (r = + ,5, ··· + , 8 . В корне изменения скорости р оста, мито-тической активности и содержания цитокининов происходят паралле:Лъно, что может сви-
детельствовать в пользу того, что в проростках об'разование цитокинин · 
. ов осуществ-л.яется в растущих зонах корня. 
/ Интенсивность роста растяжением оказывается тесно свизанн.ой нием ИУК в растущих клетках , но и с содержанием в них А.БК Вне только с содержа-
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ного роста растяжением (3-и сут) содержание АБК низкое, оно резко ~-величивастся к моменту замедления и прекращсния роста колсоптипей и мезокотилеи ( 4-5-е сут) 
(рис. 2, в). Сходную картину измененин содержания ИУК и АБК n процессс развития 
колеоптипей овса наблюдал Вайлер с сотр. [1] · · 
Полученные нами данные по содержанию фитагормонов в органах проростков куку-
рузы относятся к свободным формам гормонов. При количественном анализе фито ­
гормонов необходимо учитьшать, какие конкретно формы фитагормонов могут быть 
определены при использованных методах экстракции и оценки количественного со" 
держания, поскольку изменение содержания активных форм фитагормонов может 
происходить не только за счет их синтеза de novo, но и вследствие гидролиза свнзанных 
форм, или напротив, инактивации свободных гормонов путем образования их неактив ­
ных связанных форм или разрушения. Особенно это важно при применении иммуно­
логических методов определения фитагормонов с использованием поликлональных 
антител. . В нашей работе при анализе цитокининов сьmоротки содержали антитела к зеа­
тину, способные определять как зеатин, так и зеатинрибозид, но слабо реагирующие 
с такими формами цитокининов , как риботиды, гликозиды, изопентиладенин [12], 
и потому полученные нами данные характеризуют суммарное содержание зеатина и 
зеатинрибозида, являющихся активными формами цитокининов, в связи с чем их 
суммарное содержание может использоваться для физиологической характеристики 
растительной ткани. Св~зь гормона с белком при получении конъюгатов ИУК и АБК, 
использованных для выработки антител к этим гормонам, осуществлялась по карбо­
ксильной группе (С 1 ), т.е, подобные антитела могут реацt:ровать с гормонами , нах<~дя­
щимися как в свободной, так и в связанной форме [10, 11]. Однако при выделении 
ИУК и АБК методом кислотно-щелочной переэкстракции в эфирную фазу должны пере­
ходить только свободные формы гормонов и для выделения связанных форм необ­
Х9димо проводить их гидролиз . В нашей работе гидролиз связанных форм ИУК и АБК 
не проводился, т.е. полученные нами данные по количественному содержанию · ИУК 
и АБК также характеризуют уровень активных, свободных форм этих фитагормонов. 
Таким образом, сопоставляя все изложенное с результатами, полученными при из­
учении роста и ·митотической активности в органах проростков кукурузы, можно 
заключить, что для каждого лfua роста органов характерно специфическое соотноше-
/ ни е фитагормонов. Интенсивное деление клеток сопряжено с высоким содержанием 
цитокининов и сравн~-rеЛьно низким - ИУК и АБК. При переходе клеток к растяже­
нию происходит peзlfoe снижение уровня цитокининов с одновременным повышением 
содержания ИУК. При низком содержании в клетках АБК и цитокининов и высоком -
ИУК клетки характеризуются усиленным ростом растяжением, торможени~ которого 
связано с накоплением АБК и снижением уровня ИУК в клетках. 
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